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CAPITOLO 1. INTRODUZIONE 
1.1 PANCREAS 
1.1.1 Anatomia 
 
Il pancreas è una ghiandola situata in posizione retro-peritoneale, 
all’altezza della prima e seconda vertebra lombare. Viene attraversato dal 
mesocolon orizzontalmente dividendolo in due parti: una in rapporto con la 
regione sovramesocolica, l’altra in rapporto con la regione sottomesocolica. 
Il pancreas è suddiviso in tre parti: la testa, il corpo e la coda. La testa è  
molto voluminosa e si inserisce nella concavità della C duodenale, dopo un 
breve restringimento assume una forma rettangolare che rappresenta il 
corpo del pancreas per poi finire con la cosiddetta coda che si dirige verso 
l’ilo della milza. In figura 1.1 si può vedere la sezione del pancreas. Ha un 
rapporto anteriormente con la parete posteriore dello stomaco, con il colon, 
con il duodeno e con le anse intestinali. La sua lunghezza è di 15 cm con un 
altezza di 4 cm, grande1.5-2 cm e un peso di circa 80gr. Raggiunge il 
massimo dello sviluppo intorno ai 40 anni, si sviluppa di più nell’uomo che 
nella donna, e dopo i 50 anni comincia l'atrofizzazione. È un organo fisso 
all’interno della cavità addominale, questo grazie ai tratti fibrosi che lo 
tengono legato al duodeno mentre nella parte sinistra in cui è in contatto 
con lo stomaco e la milza è più mobile creando il modo di spostarsi con 
questi organi. Sul margine superiore decorrono l’arteria e la vena splenica. 
Il pancreas possiede  due dotti escretori: il condotto pancreatico principale, 
detto, “del Wirsung”, ed il condotto pancreatico accessorio, “del Santorini”. 
Il primo partendo dalla coda percorre il pancreas in tutta la sua lunghezza  
arrivando fino alla testa  dell’organo per sboccare insieme al coledoco nella 
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papilla duodenale maggiore, ed il dotto secondario, che sbocca nella papilla 
duodenale minore.(1) 
 
Figura 1.1: Sezione del pancreas. 
 
Irrorazione 
Le arterie principali che irrorano il pancreas sono: 
 L'arteria pancreaticoduodenale superiore è un ramo di piccolo 
calibro dell'arteria gastroduodenale, che va a dividersi in un ramo 
anteriore e in uno posteriore. Il ramo anteriore passa anteriormente 
ed inferiormente tra la testa del pancreas. 
 L'arteria pancreaticoduodenale inferiore è un ramo dell'arteria 
mesenterica superiore, nasce al di sotto del corpo del pancreas e 
subito si biforca in un ramo anteriore e in uno posteriore. 
 L'arteria pancreatica dorsale è costituita da due rami dell'arteria 
splenica,irrora la porzione inferiore del corpo anastomizzandosi con 
l'arteria pancreatica maggiore. 
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Innervazione 
Il pancreas è innervato dal sistema nervoso simpatico e parasimpatico. Le 
fibre simpatiche svolgono un'azione vasocostrittrice e in parte 
secretomotoria. Le fibre parasimpatiche derivano dal nervo vago posteriore 
svolgendo cosi una azione vasodilatatrice e secreto motoria. 
Il pancreas è una ghiandola esocrina ed endocrina. 
La componente esocrina è simile a quella di una ghiandola salivare ed è 
preponderante, come mostrato nella fig.1.2. È costituita da acini i quali 
sono formati da cellule prismatiche con un abbondante reticolo 
endoplasmatico rugoso, uno sviluppato apparato di Golgi e granuli di 
secreto, i quali contengono una grossa quantità di enzimi come lipasi, 
amilasi, chimotripsina , ribonucleasi e carbossipeptidasi. 
 
 
Figura 1.2: Struttura delle cellule pancreatiche. Possiamo vedere gli acini e i loro dotti, che 
costituiscono la parte esocrina, e le isole di Langerhans che costituiscono la parte endocrina. 
 
 Questi enzimi formano parte del succo pancreatico. Il succo ha un pH   
elevato a causa della quantità di bicarbonato in esso presente. I responsabili 
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della formazione di questi granuli e la secrezione di questi enzimi sono gli 
ormoni come  la secretina, la quale è a sua volta la responsabile della 
secrezione del bicarbonato. La parte endocrina è costituita dagli isolotti di 
Langerhans, piccole masse di tessuto endocrino situato nel parenchima 
esocrino del pancreas, separato da esso tramite una sottile capsula 
connettivale. Sono costituite da tre tipi di cellule che producono tre tipi 
diversi di ormoni. Le cellule A o α, che si colorano facilmente con i Sali di 
Argento, producono l’ormone glucagone, un peptide ad azione 
iperglicemizzante il quale stimola la glicogenolisi epatica, causando un 
aumento del tasso ematico di  glucosio. Le cellule α favoriscono anche la 
liberazione di acidi grassi dal tessuto adiposo, stimola l’attività cardiaca e 
riduce la motilità intestinale. Le cellule B o β, poco colorabili, più 
numerose delle prime, e più grandi di dimensione, hanno un' azione 
opposta del primo, producono insulina che ha azione ipoglicemizzante. Poi 
ci sono le cellule D o δ, rappresentano il 10% di tutta la popolazione di 
cellule del pancreas; esse sono responsabili della produzione di 
somatostatina. Questo ormone inibisce la secrezione sia esocrina che 
endocrina. 
L' insulina prodotta dal pancreas quando entra in circolo si lega al recettore 
e rende possibile la trasformazione del glucosio in glicogeno nel tessuto 
muscolare. 
 Il glucagone prodotto dalle cellule α del pancreas entra in circolo, 
successivamente la cellula epatica scinde il glicogeno in glucosio.(2) 
 
1.1.2 Fisiologia  
 Il pancreas è una ghiandola molto caratteristica perché ha una componente 
sia endocrina che esocrina. La parte esocrina comprende numerosi  acini e i 
loro dotti associati e interposti ad essi si trovano gli isolotti di Langerhans. 
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I dotti degli acini convergono in quelli più grandi fino al dotto pancreatico, 
il principale, per mezzo del quale il succo pancreatico confluisce nel 
duodeno. Questo succo è costituito da bicarbonato e vari enzimi digestivi 
quali:  
 l’amilasi pancreatica che è simile a quella salivare e serve per 
frammentare l’amido e glicogeno e le lipasi pancreatiche, utili nel demolire 
i grassi, le proteasi a frammentare le proteine e le nucleasi gli acidi 
nucleici. Il pancreas è la ghiandola che secerne più proteine molte delle 
quali in forma di enzimi digestivi.  Le lipasi pancreatiche agiscono 
sui trigliceridi e il prodotto di questa reazione sono due molecole di acido 
grasso e una molecola di glicerolo.  
 La  parte endocrina costituita dalle isole di Langerhans è responsabile della 
secrezione  degli ormoni e sono formati da 4 tipi di cellule ognuna delle 
quali secerne ormoni diversi.  
Le cellule A o α le quali rappresentano il 25 % degli isolotti, sono 
responsabili della formazione del glucagone.  
Le cellule B o  β le quali rappresentano il 60 % degli isolotti, secernono 
l’insulina.  
Le cellule D o δ secernono la somatostatina 
 Le cellule F , le quali secernono il polipeptide pancreatico la cui funzione 
non è ancora nota.(3) 
SOMATOSTATINA 
La somatostatina un ormone polipeptidico prodotto oltre che dal pancreas 
anche dall’ipotalamo, dal tratto gastro-intestinale e vari distretti avendo 
proprietà diverse in base all’organo prodotto. Contribuisce alla regolazione 
della digestione e dell’assorbimento dei nutrienti. A livello pancreatico 
inibisce la liberazione sia di insulina e glucagone.  
INSULINA 
8 
 
L’insulina è un ormone peptidico con peso molecolare di 6000Da, 
costituita da due catene lineari, come riportata nella fig.1.3:La  catena  A 
costituita da 21 amminoacidi e la catena B da 30 amminoacidi, legate tra 
loro da ponti disolfuro. 
 
 
Figura1.3: Struttura dell’insulina. In rosso vengono evidenziati le catene A e B legate tra di loro 
tramite i ponti disolfuro. 
 
Sono le cellule β che esprimono il gene responsabile della sua sintesi a 
livello del reticolo endoplasmatico rugoso dando origine 
alla preproinsulina, la quale viene traslocata all’apparato di Golgi dove 
subisce il distaccamento del peptide segnale, qui si forma la proinsulina; 
successivamente si stabiliscono i ponti disolfuro e avviene il distacco di un 
peptide di connessione noto come peptideC. Il peptideC e l’insulina 
vengono racchiusi nei granuli per poi essere liberati in 
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quantità equimolari tramite un processo di esocitosi. Questi passaggi sono 
rappresentati in fig.1.4. 
 
 
 
 
Figura1.4: Passaggi che portano all’ottenimento dell’insulina. 
 
Insulina è un ormone anabolizzante, la sua secrezione è stimolata da 
segnali associati all’assunzione di cibo e all’assorbimento dei nutrienti nel 
circolo. La quantità di insulina liberata nel circolo al momento 
dell’assorbimento è maggiore e tende a diminuire durante il post-
assorbimento. La sua secrezione dipende da molti fattori.  
Lo stimolo principale che porta alla sintesi e al rilascio dell’insulina,è il 
glucosio. Durante un aumento della glicemia il glucosio viene catturato 
dalle cellule β e attraverso un trasportatore specifico chiamato  GLUT-2 
entra all’interno della cellula. Le cellule β esprimono un canale del 
K
+
 ATP-sensibile formato da diverse subunità, in una delle quali vengono a 
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legarsi i farmaci ipoglicemizzanti orali. Il glucosio viene metabolizzato e 
produce ATP, cambia il rapporto ATP/ADP citoplasmatico  e di 
conseguenza si ha un’inibizione del canale K+ ATP –sensibile, la 
membrana viene depolarizzata causando  l’entrata degli ioni Ca2+ attraverso 
i canali Ca
2+
voltaggio-dipendenti. Questo incremento porta alla liberazione 
dell’insulina dai granuli secretori, nel circolo dove va a legarsi ai recettori. 
Il legame insulina-recettore stimola l’attività tirosin-chinasica intrinseca 
che determina la fosforilazione del recettore e determina il reclutamento dei 
substrati del recettore insulinico, IRS. Nello stesso tempo viene indotta  o 
soppressa la sintesi di vari enzimi responsabili della crescita cellulare 
attraverso delle molecole che modulano l’espressione genica.  
La secrezione dell’insulina nell’arco della giornata non è sempre costante. 
A digiuno si osserva una bassa concentrazione plasmatica, consentendo una 
regolazione nella  liberazione di acidi grassi liberi e degli amminoacidi. 
Dopo l’ingestione di un pasto la sua concentrazione aumenta in modo da 
poter inibire la produzione epatica di glucosio. Nel picco post-prandiale è 
legata alla necessità di stimolare intensamente la captazione del glucosio e 
di amminoacidi da parte dei tessuti periferici, per poter immagazzinare 
l’energia necessaria e poter affrontare le future richieste.  
Agendo su molti tessuti l’insulina contribuisce al metabolismo cellulare. Il 
suo ruolo principale è quello di aumentare il trasporto del glucosio 
all’interno delle cellule. Facilita l’assorbimento di glucosio tramite un 
aumento delle  proteine trasportatrici del glucosio come il GLUT 4 le quali 
sono immagazzinate sottoforma di vescicole citoplasmatiche.  
L’insulina agisce sia nell’aumentare la sintesi di questi trasportatori sia nel 
facilitare la loro fuoriuscita per esocitosi.  
Gli organi principali sui quali esplica la sua azione sono:  
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Fegato: Favorisce la glicolisi. Aumenta la sintesi di glicogeno e 
la neosintesi degli acidi grassi. (12) 
Tessuto muscolare: Stimola la captazione del glucosio e il suo 
immagazzinamento sottoforma di glicogeno. Aumenta la sintesi proteica e 
ne inibisce il catabolismo. (13)(14) 
Tessuto adiposo: Stimola il deposito degli acidi grassi  tramite 
l’esterificazione in trigliceridi e il loro trasferimento all’interno di questo 
tessuto. Contemporaneamente inibisce il catabolismo dei trigliceridi 
immagazzinati.  
GLUCAGONE  
Il glucagone è un ormone peptidico a singola catena lineare il cui peso 
molecolare è di 3500Da. Il gene del glucagone codifica per 
il preproglucagone nelle cellule α degli isolotti pancreatici. 
Il preproglucagone viene trasformato in proglucagone il quale viene scisso 
in glucagone e altri peptidi a funzione sconosciuta. La sintesi 
del glucagone viene stimolata da bassi livelli di glucosio, a differenza 
dell’insulina. Il digiuno prolungato e in condizioni di un esercizio fisico 
intenso si verifca un aumento nella liberazione del glucagone. La presenza 
dell’insulina e di elevati livelli di acidi grassi nel circolo influenzano 
negativamente la sua liberazione. Invece l’ingestione di un pasto ricco di 
proteine aumenta la sua liberazione. Ha un emivita plasmatica 
estremamente breve dopodichè viene degradato nel fegato e nei reni. 
Il glucagone è un ormone catabolizzante, promuovendo la mobilizzazione e 
non il deposito del glucosio.  
1. Esercita un effetto glicogenolitico tramite l’attivazione della 
glicogeno fosforilasi epatica e l’inibizione della glicogeno sintetasi.  
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2. Stimola la gluconeogenesi attraverso la stimolazione dell’attività dei 
principali enzimi gluconeogenetici e l’inibizione degli enzimi 
glicolitici.  
Il glucagone esercita un'altra importante azione, la beta-ossidazione di acidi 
grassi liberi, evitando il loro utilizzo nella sintesi dei trigliceridi. Si verifica 
un aumento di acidi grassi liberi nel mitocondrio dove vengono trasformati 
in chetoacidi.(4) Una volta prodotto riesce a svolgere la sua azione dopo 
essersi legato al suo recettore. Il complesso formato, glucagone-recettore, 
determina un aumento dei livelli intracellulari di cAMP  e una serie di 
reazioni a cascata. Agisce nel fegato stimolando la glicogenolisi, 
la gluconeogenesi, l’ossidazione degli acidi grassi liberi e la chetogenesi 
portando così ad un aumento nei livelli plasmatici di glucosio, di acidi 
grassi liberi e di chetoacidi ma una diminuzione di amminoacidi.  
 
Figura1.5: Gli effetti dell’insulina e glucagone sui tessuti in cui vanno ad agire 
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1.2 DIABETE 
 
Il diabete è una malattia che viene caratterizzata da una quantità eccessiva 
di glucosio nel sangue. Questo eccesso può essere causato da una 
insufficiente produzione di insulina delle cellule β del pancreas o da una 
loro scarsa azione, conseguente ad un danneggiamento. 
1.2.1 Classificazione 
Le forme più note del diabete sono due: (5) 
Diabete di tipo 1: (DT1) è una malattia autoimmune, che determina una 
distruzione delle cellule beta del pancreas assocciata all’insulino-
deficienza: il fegato non produce insulina perciò si verifica un accumulo 
del glucosio nel sangue. Viene chiamato diabete giovanile per il semplice 
fatto che in circa la metà dei casi esordisce nel corso della pubertà. 
L’incidenza a livello mondiale è del 3%. Ci sono vari sintomi e segni clinici 
che variano a seconda di quanto la glicemia è elevata. Nel diabete di tipo 1 
i sintomi tendono ad essere più gravi e insorgono in modo più rapido 
rispetto al diabete di tipo 2. Questi sintomi si manifestano con : 
-poliuria, aumento della diuresi 
-polidipsia, aumento della sete 
-stanchezza 
-polifagia paradossa (il paziente mangia molto ma dimagrisce) 
-malessere 
-dolori addominali  e nella forma più grave la chetoacidosi diabetica.(CAD) 
Spesso i sintomi scompaiono anche per alcuni mesi per poi presentarsi 
nuovamente e permanere stabilmente. 
 
Diabete di tipo2:  (DT2) è chiamato anche il diabete mellito non insulino- 
dipendente oppure il diabete dell’adulto ed è una malattia metabolica 
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caratterizzata dalla glicemia alta a causa di un contesto di insulino-
resistenza o deficienza relativa(10)(11). E’ infatti causata da una 
diminuzione della capacità dei tessuti periferici di rispondere all’insulina 
portando ad una insulino-resistenza fino a una disfunzione delle cellule 
beta. Questo si traduce in una minore secrezione di insulina e di 
conseguenza ad un accumulo di zuccheri nel sangue. 
 I sintomi più frequenti sono: 
 Sete eccessiva 
 Fame eccessiva 
 Minzione frequente 
 Dimagrimento 
 Affaticamento 
 Cambiamenti della vista 
 Prurito continuo della pelle 
 Guarigione lenta dei tagli o delle infezioni 
Altre complicanze severe della malattia sono: 
 -La retinopatia diabetica, colpisce la retina portando ad una diminuzione 
nella capacità visiva fino a cecità, la quale rappresenta una delle 
conseguenze più gravi riscontrate nei diabetici. 
-La nefropatia diabetica, cioè un impedimento ai reni di eliminare le 
scorie dall’ organismo. Le proteine che dovrebbero rimanere all’intero del 
corpo potrebbero essere espulse con l’urina. Chi soffre di problemi renali 
spesso sviluppa l’ipertensione e nei casi più gravi può richiedere la dialisi. 
-La neuropatia diabetica, di solito colpisce i nervi della parte bassa delle 
gambe e dei piedi che possono diventare intorpiditi o insolitamente freddi. 
Quindi una scarsa circolazione sanguigna negli arti nei casi più gravi può 
portare ad amputazione. 
-Malattie cardiache che possono portare ad ictus.(8)(9) 
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La strategia indicata per la gestione del diabete comprende: 
-la dieta 
-l ’uso dei farmaci 
-l ’esercizio fisico 
-il monitoraggio della glicemia (importante visto che non esiste nessuna  
cura,perciò tenerlo sotto controllo può servire). 
Una delle cause principali che porta alla insulino-resistenza è l’obesità. La 
causa di questo nesso è la morte delle cellule del grasso, degli adipociti. 
Questa morte porta ad uno squilibro metabolico e di conseguenza al blocco 
dell’insulina, evocando  una risposta infiammatoria che implica 
l’attivazione di un enzima, la caspasi1. A sua volta questo enzima va a 
promuovere la secrezione di citochine infiammatorie che provocano una 
serie di danni come l’interferenza nella funzione del recettore dell’insulina 
provocando il diabete di tipo2. Questo diabete è, nei fatti, la più diffusa 
complicanza dell’obesità, in quanto l' 85% dei pazienti aventi questa 
malattia è obesa. A causa di questo stato patologico si verifica un aumento 
degli acidi grassi.Solo una piccola parte di loro viene ossidata ,la restante 
parte si accumula provocando un accumulo di intermedi come il DAG, 
diacilglicerolo il quale va a fosforilare la serina a livello del recettore 
insulinico provocando un’attenuazione dell’ormone. 
Alterazione delle adipochine va ad influenzare il rilascio delle proteine in 
circolo le quali favoriscono l’attività della proteina chinasi AMP-attivata 
responsabile di un miglioramento della sensibilità all’insulina. Le più 
importanti delle adipochine sono: 
Leptina: La sua secrezione aumenta. È responsabile dei segnali di sazietà a 
livello celebrale, ma la sua attività influenza sia l’ematopoiesi che la 
riproduzione. 
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Adiponectina: regola il metabolismo energetico favorendo l’ossidazione 
dei trigliceridi. La sua secrezione diminuisce. 
Resistina: inibisce il re-uptake del glucosio a livello del muscolo 
scheletrico. La sua secrezione aumenta. 
1.2.2 Diagnosi 
La diagnosi viene effettuata quando il valore della glicemia nel sangue o 
nelle urine è troppo elevata. Il dosaggio della glicemia deve essere eseguito 
su sangue ottenuto da un prelievo di sangue venoso a digiuno (7).  
Il valore del glucosio ematico normale (norma glicemia) è tra 70-110 
mg/dL.  
Se il valore è superiore a 140 mg/dL siamo in condizioni di  iperglicemia . 
Se il valore è sui 60 mg / dL si parla di  ipoglicemia . 
Cè un controllo di feedback negativo dei livelli di glucosio ematici tramite 
il ruolo che svolge l’insulina e il glucagone.Questo meccanismo è 
schematizzato nella fig.1.5. 
 
1.2.3 Epidemiologia 
Il diabete mellito di tipo 1 rappresenta il 5-10% dei casi totali ed ha 
un’incidenza maggiore nei pazienti sotto i 20 anni. Il diabete mellito di tipo 
2 rappresenta il 90-95 % dei casi di diabete, e ne è affetto circa il 6% della 
popolazione adulta mondiale(6). È una malattia comune sia nei paesi 
sviluppati che in quelli in via di sviluppo. Ultimamente è sempre più spesso 
diagnosticata, e questo è dovuto principalmente all’invecchiamento della 
popolazione mondiale, alla diminuzione dell’esercizio fisico e all’aumento 
di obesità. I cinque paesi con il maggior numero di affetti sono: India, Stati 
Uniti d’America, Indonesia e Giappone. Viene riconosciuto dall’OMS 
come un epidemia globale.(15) 
17 
 
LE CAUSE : 
 A tutt’oggi la causa è sconosciuta. Ci sono vari fattori  responsabili  tra cui: 
Fattori genetici: la predisposizione genetica a cui viene aggiunto uno 
stimolo immunologico, che con il passare del tempo porta alla distruzione 
delle cellule beta. Quando la distruzione di queste cellule arriva al 80 % 
siamo di fronte al caso di diabete mellito di tipo 1. Sono stati studiati più di 
36 geni responsabili che aumentano il rischio di questa malattia, la maggior 
parte dei quali  sono coinvolti nella funzione delle cellule beta. Ci sono rari 
casi di diabete che insorgono a causa di un singolo gene. 
Fattori ambientali: Si sospetta che il fattore ambientale possa favorire 
forme di diabete, tuttavia infezioni cliniche di vari batteri o virus contratti 
durante l’infanzia comporterebbero,in individui suscettibili delle interazioni 
crociate di stampo autoimmunitario. Altri elementi da non sottovalutare 
sono l’alimentazione e lo stile di vita. 
Fattori autoimmunitari: caratterizzati cioè da una reazione del sistema 
immunitario contro l’organismo stesso. La patologia infatti si manifesta con 
la presenza nel sangue di anticorpi diretti contro antigeni presenti  cellule 
che producono l’insulina. 
 Problemi di salute: ci sono molti farmaci che possono aumentare la 
predisposizione di un soggetto al diabete. Non solo, ma anche problemi di 
salute come acromegalia, ipertiroidismo o sindrome di Cushing.  Le donne 
che hanno sofferto di diabete gestazionale sono ad un rischio maggiore di 
sviluppare questa malattia. 
 
1.2.4 Trattamento Farmacologico 
Diabete di tipo 1 
Nei pazienti affetti da diabete di tipo 1 è essenziale la somministrazione 
dell’insulina per iniezione sottocutanea tramite delle siringhe nella parte 
18 
 
addominale o sulla coscia ponendo attenzione a non somministrarla nello 
stesso punto. Esistono varie forme di insulina le quali differiscono sulla 
base del tempo di latenza, del tempo di picco e della durata 
d'azione.Fig.1.6. 
 
 Insulina ad azione ultrarapida, la cui azione si manifesta dopo 10-15 
minuti dall'iniezione; per questo motivo viene assunta poco prima 
del pasto per il controllo della glicemia postprandiale. 
 Insulina ad azione rapida: entra in azione dopo circa 30 minuti e 
scompare dopo 4-8 ore. Va somministrata mezz'ora prima del pasto 
oppure quando la glicemia si alza eccessivamente. 
 Insulina ad azione intermedia: entra in azione  dopo un paio d'ore, e 
la durata d'azione è garantita per 8-12 ore. 
 Insulina lenta: entra in azione dopo un paio d'ore e copre quasi 
l'intero arco della giornata (18-24 ore): il rallentamento dell'azione 
terapeutica è reso possibile dalla presenza dello zinco. In genere, 
sono necessarie solamente due iniezioni di insulina lenta al giorno 
per garantire un livello costante della glicemia 
 Insulina ultralenta: questo tipo di insulina presenta un'azione 
ritardata (grazie allo zinco, in grado appunto di rallentare l'attività 
terapeutica). È sufficiente un'unica iniezione di insulina ultralenta al 
giorno per garantirne l'effetto. 
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Figura1.6 : La farmacocinetica delle varie forme di  preparazione di insulina. 
Si possono verificare delle crisi ipoglicemiche dovute ad una dose elevata 
somministrata di insulina,da uno intenso sforzo fisico oppure da un ritardo 
di somministrazione. I sintomi che compaiono sono: tachicardia,eccessivo 
sudorazione, tremori, le quali  si possono risolvere con la somministrazione 
del glucosio.(16) 
 
Diabete tipo2 
L’obiettivo del trattamento farmacologico è quello di controllare i sintomi 
in modo da evitare le complicanze gravi, soprattutto quelli a lungo 
termine. La causa è essenzialmente la diminuzione della sintesi di insulina 
e la mancata sensibilizzazione nella sua sintesi. I farmaci utilizzati per la 
cura del diabete di tipo2 sono gli ipoglicemizzanti orali. L’iniezioni di 
insulina potrebbero essere associate a questi farmaci ipoglicemizzanti 
orali. Si preferisce una sola somministrazione la sera prima di dormire in 
una formulazione a lunga durata d’azione. Se con questa terapia non 
riusciamo a mantenere un livello costante di glicemia si interviene con una 
seconda somministrazione al giorno. 
Le classi più importanti degli ipoglicemizzanti sono: 
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SULFONILUREE: Riuscendo a bloccare i canali del potassio inducono 
l'entrata degli ioni calcio a causa della depolarizzazione della membrana, 
stimolando cosi la produzione dell’insulina dalle cellule β del pancreas. 
Non consigliabili in gravidanza o in malattie renali a causa 
dell’ipoglicemia grave che possono indurre. Le sulfoniluree trovano 
indicazione per il trattamento dei pazienti diabetici non obesi. La 
somministrazione cronica dei farmaci che fanno parte in questa famiglia 
riduce i livelli ematici del glucagone. 
 
BIGUANIDI: Indicati per la cura del diabete mellito di tipo 2 nei pazienti 
obesi. Non vanno a stimolare la produzione dell’insulina nelle cellule β, 
ma il loro ruolo è quello di sensibilizzare i  tessuti periferici diminuendo la 
gluconeogenesi epatica e l'assorbimento del glucosio, tramite la attivazione 
della proteina chinasi cAMP dipendente. Di questa classe fa parte la 
metformina. 
 
TIAZOLIDINEDIONI: agiscono diminuendo la gluconeogenesi ed 
aumentano la sensibilità delle cellule all'insulina. Si legano con il recettore 
nucleare γ-PPAR, localizzato nel tessuto muscolare, nel fegato e nel 
tessuto adiposo, riducendo l’insulino-resistenza. Sono recettori 
responsabili della modificazione dei geni che sono coinvolti nel 
metabolismo lipidico e glucidico. 
 
INIBITORI DELL’ALFA-GLUCOSIDASI: farmaci antidiabetici di 
ultima generazione i quali agiscono inibendo l'attività dell'enzima alfa-
glucosidasi (che favorisce il riassorbimento del glucosio); di conseguenza, 
si riduce l'assorbimento del glucosio intestinale. Inoltre potenziano  
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l'azione dell'ormone glucagon-like-peptide 1 (GLP-1), uno stimolatore 
della sintesi di insulina. 
 
Il ruolo dell’esercicio fisico nel diabete. 
Il diabete del tipo 2 viene trattato inizialmente con l’aumento dell’esercizio 
fisico e con modifiche nella dieta. Se dopo queste misure, i livelli di 
glucosio nel sangue rimangono invariati, si ha la necessità di somministrare 
farmaci o l’insulina. Nei pazienti che necessitano l’insulina vi è l’obbligo 
di controllare regolarmente la glicemia. 
Cambiamenti nelle abitudini alimentari e stile di vita sedentario 
contribuiscono maggiormente al diabete di tipo 2. L'esercizio fisico 
regolare modula molte vie intracellulari migliorando la resistenza 
all'insulina e l'assorbimento di glucosio nel muscolo scheletrico, entrambi 
primi anomalie del diabete di tipo 2.La disfunzione mitocondriale e una 
ridotta espressione del trasportatore del glucosio (GLUT4) sono stati 
identificati come fattori principali di insulino-resistenza.(17)(18),(19) 
(20)Inoltre, è stato suggerito che il muscolo scheletrico di soggetti con 
diabete di tipo2  ha un modello diverso di segnali epigenetici sul promotore 
di GLUT4 e del PGC1(peroxisome proliferator-activated receptor gamma), 
regolatore principale della funzione mitocondriale, rispetto ai soggetti non 
diabetici(21). Recenti studi hanno proposto che l'esercizio fisico regolare 
può migliorare l'assorbimento del glucosio dall’attenuazione di tale 
modifica epigenetica indotte a GLUT4, PGC1 e i suoi fattori di 
regolamentazione a valle. 
Chirurgia 
Il primo trapianto di pancreas è stato effettuato nel 1966. Si sono registrati 
complicazioni e mortalità nei primi interventi fatti, i quali attualmente 
risultano diminuiti. I pazienti indicati per questo trapianto sono quelli con 
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complicanze croniche gravi, oppure quelli che con la terapia in atto 
manifestano gravi crisi ipoglicemiche. Da diversi sondaggi eseguiti negli 
anni alcune persone sono dovute ritornare all’assunzione dell’insulina. Però 
si è notato che con il passare del tempo molti dei pazienti sottoposti al 
trapianto hanno ridotto la richiesta di insulina e hanno avuti meno problemi 
di ipoglicemia. Si possono trapiantare solo le isole di Langerhans le quali 
vengono ricavate dal pancreas di un donatore deceduto e  dopo averle 
depurate,vengono infuse attraverso la vena porta. Le isole iniziano a 
rilasciare insulina poco dopo il trapianto, ma è consigliabile assumere 
insulina finchè le isole non risultano perfettamente funzionanti. E’ un 
intervento meno invasivo però risulta meno efficace rispetto al trapianto di 
pancreas  per quanto riguarda l’insulino-resistenza. I pazienti sottoposti ad 
un trapianto rischiano di avere delle complicanze, il rigetto è il problema 
più grave, dovuto alla risposta del sistema immunitario. Perciò richiedono 
degli immunosoppressori, i quali possono esporre a rischio di infezioni e 
neoplasie.(24) 
 
1.3 ACIDI GRASSI E DIABETE 
L'associazione obesità-diabete di tipo 2 è molto stretta l'80% dei casi di 
diabete di tipo 2 possono essere ricondotti ad obesità. 
Il rischio di diabete aumenta linearmente con l'aumento dell'indice della 
massa corporea (BMI) e con il crescere della massa grassa addominale 
all'opposto perdita di peso ed esercizio fisico diminuiscono la resistenza 
insulinica e riducono il rischio di insorgenza di diabete di tipo 2. 
L’obesità è associata a numerose anormalità dell'assetto lipidico, anche 
gravi: elevati livelli di trigliceridi plasmatici, ridotte lipoproteine ad alta 
densità (HDL), aumentate lipoproteine a bassa densità (LDL) queste 
variazioni sono associate con aumentato rischio di malattia cardiovascolare. 
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L'infarto miocardico da aterosclerosi coronarica è la più frequente causa di 
morte nei diabetici. La sua frequenza è praticamente la stessa nei maschi e 
nelle femmine.  
Individui con una elevata  concentrazione plasmatica  di acidi grassi hanno 
un rischio maggiore a sviluppare il diabete di tipo 2. Un’esposizione 
prolungata di questi acidi  grassi altera la secrezione di insulina inducendo 
la morte delle cellule β. Il palmitato è l’acido grasso saturo più comune nel 
plasma umano. Diversi studi si sono fatti per capire i meccanismi  di 
lipotossicità che il palmitato induce.(22) Un suo uso prolungato può 
promuovere:  
 l’inibizione della trascrizone di insulina 
 l’induzione delle disfunzioni del mitocondrio 
 la produzione di radicali liberi di ossigeno. Una  sovraproduzione dei 
radicali liberi  dalla catena di  respirazione mitocondriale causa 
perossidazione delle membrane mitocondriali, danno nella 
produzione dell’ATP e danni nel DNA mitocondriale,  il quale 
regola il processo della fosforilazione ossidativa  coinvolto nella 
secrezione di insulina delle cellule β. 
 promuovere l’apoptosi e causare morte delle  cellule β(23) 
 l’induzione dello stress ossidativo del ER in cellule β. L’autofagia 
rappresenta una forma di protezione dallo stress a carico del reticolo 
endoplasmatico, contribuendo nella normale funzionalità delle 
cellule β e della loro sopravvivenza(25). È un processo che riguarda 
la degradazione proteica, regolato dai meccanismi lisosomiali, 
contribuendo alla normale crescita cellulare. Per cui svolge un ruolo 
importante dei diversi stadi patologici. Gli acidi grassi provocano 
uno stress del RE attraverso cambiamenti nel canale del Ca
2+
. 
L’induzione dell’autofagia, in risposta a questo stress, viene 
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interpretata come un meccanismo di protezione. Però causa 
diminuzione delle cellule β osservata nel DT2. 
 
In uno studio condotto da Martino e coll. (37), le cellule INS-1E sono 
trattate con glucosio e con il palmitato, i risulatati ottenuti ci hanno 
mostrato che il palmitato induce autofagia nelle cellule β, mentre il 
glucosio da solo non era capace di farlo. 
Il palmitato induce il suo effetto mediante l’intervento nella via metabolica 
PI3K/AKT/FOXO1, coinvolta nel meccanismo di lipotossicità e agisce 
diminuendo  gli effettori di questa via.(29)(30) 
A monte, il fosfatidilinositolo 3 chinasi (PI3K) è coinvolto nella 
regolazione della massa e della funzionalità delle cellule β, andando ad 
agire a livello della serina treonina chinasi AKT, la quale ha un ruolo 
importante nella crescita delle cellule β. 
A valle, un altro fattore è il cosidetto FOXO1 , il quale svolge un effetto 
sulla neogenesi delle cellule β, sulla loro proliferazione e la resistenza dallo 
stress. 
 
1.4 MITOCONDRI 
I mitocondri sono organuli di forma sferica, cilindrica o filamentosa, 
rivestiti da membrane, con una lunghezza compresa fra 0.5-2 µm.  
Ogni mitocondrio possiede due membrane,come riportato nella fig.1.7, una 
interna e una esterna che definiscono due spazi: lo spazio intermembrana e 
la matrice. La membrana esterna contiene una proteina detta porina che 
svolge un ruolo chiave nel controllo della sua permeabilità. La membrana 
interna invece è altamente impermeabile ai piccoli ioni a causa di un 
fosfolipide, la cardiolipina. Questa è essenziale per la funzionalità 
mitocondriale, in quanto permette lo sviluppo di gradienti elettrochimici 
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durante la produzione di energia. La membrana interna presenta numerosi 
ripiegamenti la cui funzione è quella di aumentare la superficie. Questa è la 
sede degli enzimi della catena respiratoria e dell’ATP-sintetasi, 
responsabile della produzione di energia. All’interno della matrice ci sono 
vari enzimi coinvolti nell’ossidazione degli acidi grassi e il DNA 
mitocondriale. Il genoma mitocondriale possiede 37 geni codificanti per 
RNA ribosomiali, 22 RNA di trasporto e 13 proteine che fanno parte dei 
complessi enzimatici responsabili alla fosforilazione ossidativa. I 
mitocondri sono numerosi in cellule che consumano molta energia e che 
richiedono grandi quantità di ATP. A seconda del tessuto e della 
funzionalità svolta in un determinato tessuto il mitocondrio svolge attività 
diversa. Nel tessuto adiposo per esempio converte l’energia di legame in 
calore. 
 
 
Figura1.7: Struttura interna di un mitocondrio. 
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Funzione dei mitocondri  
I mitocondri sono organelli microscopici considerati le centrali energetiche 
degli organismi. Questo perché al loro interno avvengono dei processi 
biochimici come la respirazione mitocondriale che fornisce alle cellule 
l’energia di cui hanno bisogno per le loro funzioni vitali. Il ruolo principale 
del mitocondrio è quello di estrarre l’energia dai substrati organici che gli 
arrivano per produrre un gradiente ionico che viene sfruttato per produrre 
ATP. I prodotti della glicolisi :il piruvato e NADH,  vengono portati 
all’interno del mitocondrio per due processi: il ciclo di Krebs e la 
fosforilazione ossidativa, per produrre energia.  
  
La formazione dell’ATP si divide in 4 stadi:  
Stadio1: La glicolisi avviene nel citosol. Il glucosio viene convertito in 
piruvato il quale viene trasferito poi nel mitocondrio.  
Stadio 2: La conversione del piruvato ad acetilCoA seguita dalla loro 
ossidazione nel ciclo di Krebs. A seguire è la riduzione del NAD
+
 e FAD 
rispettivamente a NADH e FADH2. Questo avviene nella matrice 
mitocondriale.  
Stadio 3: Gli elettroni ceduti dai coenzimi ridotti NADH e FADH2, 
vengono trasportati  all’ossigeno riducendolo ad acqua con la generazione 
di una  forza  proton-motrice.   
Stadio 4: Sfruttando l’energia della forza proton-motrice avviene la sintesi 
dell’ATP nella membrana mitocondriale interna.   
La catena di trasporto degli elettroni ,viene controllata da complessi 
proteici multimerici; in particolare ci sono 4 importanti complessi: Come 
mostrato in Fig.1.8. 
Complesso 1: NADH CoQ reduttasi o NADH deidrogenasi  
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Complesso 2: Succinato CoQ reduttasi o Succinato deidrogenasi  
Complesso 3: CitocromoC reduttasi  
Complesso 4: Citocromo C ossidasi  
Complesso 5: ATP sintetasi  
 
 
Figura 1.8:La catena di trasporto degli elettroni. 
 
L’estrusione dei protoni dalla matrice dovuta dai complessi 1, 3 e 4 , 
determina la comparsa di un potenziale elettrico attraverso la membrana 
mitocondriale interna. Nel mitocondrio, la forza proton-motrice deriva 
dall’accoppiamento tra il flusso di elettroni e il pompaggio di protoni dalla 
matrice allo spazio intermembrana mediante la membrana mitocondriale 
interna. L’insieme di questo processo e della sintesi dell’ATP, alimentata 
dalla forza proton-motrice, prende il nome di fosforilazione ossidativa. La 
sintesi dell’ATP da ADP  e Pi ,viene catalizzata dalla ATP sintetasi.  
  
Altri processi in cui sono coinvolti i mitocondri sono:  
-l’apoptosi   
-la regolazione del ciclo cellulare  
-la regolazione dello stato redox della cellula  
-sintesi dell’eme  
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-sintesi del colesterolo  
-produzione di calore  
  
Il DNA mitocondriale è soggetto a vari danni a causa di molti fattori, tra 
cui :la presenza della catena di trasporto degli elettroni con la sua capacità 
di produrre radicali liberi,e la mancanza di istoni e i limitati sistemi di 
riparo.   
Si considera il tasso di mutazione circa 10 volte maggiore di quello 
nucleare, perciò all’interno di uno stesso individuo si possono 
avere sequenze mitocondriali differenti.  
Mitocondrio e ROS  
Una piccola frazione dell’ossigeno non è convertita nell’acqua ma è ridotta 
parzialmente a radicale anionico superossido O
2- 
, il quale non è stabile e si 
trasforma in due altri radicali particolarmente tossici: (31) 
- H2O2 , acqua ossigenata  prodotta dalla riduzione di due elettroni 
dell’ossigeno in presenza di metalli come il Fe2+ o Cu+  
-OH

, radicale ossidrilico, il più dannoso essendo il più reattivo.  
Queste specie reattive provocano un danno ossidativo alle proteine 
mitoncondriali, alle membrane e al DNA, causando gravi danni funzionali 
e contribuendo allo sviluppo di numerose patologie. I ROS sono prodotti 
dalle cellule di difesa dell’organismo, però una loro eccessiva produzione 
causa diverse malattie, tra le quali anche il diabete. Sebbene i ROS si 
possano produrre in numerosi vie metaboliche, la loro fonte principale 
sembra essere la catena di trasporto degli elettroni.(32),(33)  
 Il mitocondrio e l’apoptosi  
Il mitocondrio funziona da centrale d’integrazione degli stimoli apoptotici. 
(34) Essi sono in grado di determinare l’apertura di un complesso 
poliproteico chiamato poro di transizione mitocondriale (mtPTP). (35)Ciò 
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determina ulteriormente il riempimento del mitocondrio di acqua e la 
rottura della membrana esterna, rendendo  possibile la fuoriuscita nel 
citoplasma dei fattori stimolanti l’apoptosi come AIF (apoptosis inducing 
factor) che è in grado di raggiungere il nucleo attivando una via 
indipendente dalle caspasi, determinando il degradamento del DNA. 
L’apertura del poro viene accompagnata da un elevato livello di Ca 2+ nella 
matrice e una situazione di stress ossidativo. 
 
1.5 MITOCONDRI E DIABETE  
Diverse malattie vengono associate a delle disfunzioni mitocondriali, quali: 
Alzheimer, infiammazione, cancro, ischemia cardiaca ed anche diabete. 
La caratterizzazione e l’identificazione delle proteine mitocondriali è 
dunque utile nello sviluppo di nuovi farmaci e nello studio di marker 
diagnostici per le patologie precedentemente citate. È stato avviato perciò il 
mt-HPP (Mitochondria proteome initiative) dalla Associazione Italiana di 
Proteomica (ItPA) con l’obbiettivo di identificare le proteine mitocondriali 
codificate dal mtDNA.(36) Le proteine mitocondriali sono coinvolte in 
un’ampia gamma di patologie, pertanto il progretto mt-HPP ha 
l’opportunità di collaborare con il progetto B/DHPP (Biology and Disease 
driven Projects). Queste iniziative rientrano nel c-HPP (Chromosome-
center Human Proteome Project) lanciato dalla HUPO (Human Proteome 
Organization). 
 
L’associazione fra diabete e malattia mitocondriale è definita per la 
mutazione puntiforme A3243G del mtDNA, che potrebbe spiegare fino al 
3% di tutti i casi di diabete almeno in alcune popolazioni.  
Il diabete può insorgere anche in associazione ad altre mutazioni 
puntiforme del mtDNA in particolare quelli che colpiscono i t-RNA, e in 
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caso di delezioni singole del mtDNA. Anche mutazioni nucleari 
di geni codificanti per proteine necessarie per la replicazione e stabilità del 
mtDNA sono state identificate nel diabete mitocondriale. L’età di esordio 
del diabete è simile nei pazienti con differenti mutazioni del mtDNA, 
mediamente intorno ai 40 anni. La necessità di un buon controllo della 
glicemia e dello screening per le complicanze del diabete è necessario in 
tutti i pazienti indipendentemente dal genotipo specifico. Tutti i genotipi 
del ‘’diabete mitocondriale’’mostrano una graduale progressione verso la 
necessità di terapia insulinica, parallelamente al declino della funzione 
delle cellule β che colpisce questi pazienti e che sarebbe legato alla 
disfunzione mitocondriale ed allo stress ossidativo. I grassi alimentari, una 
ridotta assunzione di antiossidanti e lo stile di vita sedentaria o il fumo di 
tabacco svolgono dei ruoli importanti nella comparsa di questo tipo di 
diabete in individui con delle mutazioni mitocondriali dovute anche da una 
predisposizione genetica.  
 Nel momento in cui i livelli dell’ossigeno calano, la funzione 
mitocondriale si modula per adattarsi. L’AMPK  la proteina  chinasi 
attivato dall’AMP ha il compito di monitorare i livelli fisiologici di 
ATP/ADP. In seguito ad un’ipossia l’attivazione di HIF-1 è in grado di 
upregolare diversi geni responsabili della sopravvivenza cellulare in 
seguito a basse concentrazioni di ossigeno. Osservando la funzionalità 
mitocondriale nei  fibroblasti coltivati a basse concentrazioni di ossigeno in 
72 ore, si è visto che causava una significativa riduzione della massa 
mitocondriale e di conseguenza la fosforilazione ossidativa, nonostante le 
cellule  fossero in grado di mantenere i livelli intracellulari di ATP. Se 
guardiamo il ruolo dell’ipossia nel diabete,come schematizzato nella fig1.9,  
è noto che sia l’iperglicemia che l’ipossia (dai danni vascolari  
all’ischemia) hanno un ruolo importante in questo contesto patologico. 
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HIF-1A rappresenta uno stimolo nella rigenerazione delle ferite, in quanto 
stimola la vascolarizzazione e la migrazione dei cheranociti ed è stato 
ipotizzato che le cellule perdano la capacità di adattarsi e rispondere 
all’ipossia quando sono coltivate in presenza di elevate concentrazioni di 
glucosio. Si è visto il ruolo della destabilizzazione di HIF-1A nella 
produzione dei ROS, considerati i principali responsabili della progressione 
del diabete.  
 
 
 
Figura 1.9: L’ipossia nel diabete. 
 
Il ruolo dei mitocondri nel diabete di tipo 2.  
La disfunzione mitocondriale sembra essere la causa nell’insorgere del 
diabete di tipo 2, visto il ruolo che essi hanno in entrambi i meccanismi che 
caratterizzano questo tipo di diabete.  
-La ridotta quantità di insulina che viene rilasciata dalle cellule β.  
Il mitocondrio ha un ruolo importante nel rilascio dell’insulina da parte 
delle cellule. Dopo l’entrata e il metabolismo del glucosio, a livello 
mitocondriale è possibile generare  l’ATP. Inizialmente l’aumento del 
rapporto ATP/ADP porta alla depolarizzazione della membrana e 
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successivamente all’entrata degli ioni Ca2+ i quali sono responsabili della 
liberazione dell’insulina. Osservando le alterazioni mitocondriali delle 
cellule β nei soggetti diabetici è stata rilevata una diminuzione del 
potenziale di membrana, una diminuzione della produzione dell’ATP e un 
aumentato volume mitocondriale.(38) 
-L’insulino resistenza da parte dei tessuti periferici:  
Fegato: c'è un collegamento tra l’accumulo dei lipidi e l’insulino 
resistenza in questo organo. (12) 
Tessuto muscolare: essendo il tessuto più sensibile all’azione dell’insulina, 
è il sito in cui si verifica di più l’insulino resistenza in questa patologia. La 
fosforilazione mitocondriale risulta significativamente ridotta a livello di 
questo tessuto determinando una diminuzione dell’attività dei mitocondri. 
Si è verificato una riduzione dell’attività dell’NADH ossidoreduttasi e del 
citrato sintetasi, enzimi responsabili nella produzione 
dell’ATP.(13)(14)(39)  
Tessuto adiposo: La liberazione dell’insulina dopo i pasti, favorisce 
l’accumulo del glucosio in questo tessuto e l’immagazzinamento dei grassi 
sottoforma di trigliceridi. Durante il digiuno i trigliceridi vengono scissi ad 
acidi grassi i quali saranno ossidati a livello mitocondriale.  
 
Disfunzioni al carico dei mitocondri da una iperglicemia cronica.  
Gli studi condotti sulla esposizione cronica del glucosio ci hanno mostrato 
la correlazione tra l’esposizione del glucosio e il suo effetto indotto nella 
diminuzione della sensibilità periferica dell’insulina. Studi proteomici ci 
hanno conferito informazioni su proteine diversamente espresse dopo la 
loro esposizione a grandi quantità di glucosio. Sono proteine maggiormente 
coinvolte al metabolismo degli acidi grassi. Si ha una riduzione notevole 
della produzione dell’ATP e una maggiore produzione dei ROS  da parte 
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dei mitocondri. Di conseguenza si ha un aumento dell’apoptosi e un 
cambiamento evidente morfologico dei mitocondri. Lo studio fatto sui topi 
diabetici condotto da Xiulan Chen et al (40) ha evidenziato la presenza di 
193 proteine diversamente espresse, la maggior parte delle quali legate ai 
processi come: la fosforilazione ossidativa, la biosintesi di proteine 
mitocondriali, il metabolismo, il trasporto e la regolazione dell’apoptosi. 
 
1.6 PROTEOMICA  
 
Dopo la genomica, il sequenziamento del DNA genomico e le sue 
tecniche associate, molti scienziati concordavano sul fatto che l’analisi 
globale delle proteine nei sistemi biologici poteva ampliare validamente le 
nostre conoscenze. Fu quindi creata una nuova disciplina chiamata, 
proteomica. Fu coniato per la prima volta questo termine nel 1995 e  si 
occupa della caratterizzazione su larga scala di tutte le proteine di una linea 
cellulare, tessuto o organismo.(41)(42)(43) Con lo studio del genoma non 
sarebbe possibile avere informazioni sui vari meccanismi patologici per il 
semplice fatto che sono le proteine e non i geni, gli effettori delle funzioni 
cellulari. Con questo approcio vengono affrontati una serie di problemi:  
 Possiamo studiare in un dato campione, quali sono le 
proteine espresse, la loro quantità, se sono presenti in grossi 
complessi, quali funzioni svolgono e le loro interazioni.  
 Le forme di splicing e delle forme chimicamente modificate delle 
proteine. Essendo una entità dinamica le stesse cellule possono in 
condizioni o stadi diversi esprimere proteine diverse. Non sono da 
sottovalutare le modificazioni post-traduzionali delle 
proteine.(44)(45)(46)(47).  
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 Utilizzando questa tecnica si può vedere se questi cambiamenti  sono 
alla base dell’insorgenza di nuove malattie o tumori. 
 Ci può aiutare a determinare se un dato tumore è resistente o 
sensibile ad un determinato farmaco. Le proteine che mostrano dei 
cambiamenti correlati alla diagnosi di rappresentativo una malattia 
sono chiamate biomarkers. Data l’utilità diagnostica dei biomarkers, 
è fondamentale che siano in grado di classificare correttamente i vari 
pazienti. L’utilità dei biomarkers si valuta mediante due parametri 
fondamentali: la sensibilità e specificità. Il biomarker ideale avrebbe 
100 % di specificità e sensibilità, ma è impossibile raggiungere 
questa percentuale a causa delle caratteristiche individuali e le 
differenze genetiche, ambientali o la presenza di altre patologie.  
 Infine possiamo studiare i cambiamenti del proteoma e come questi 
ci possano aiutare a definire dei bersagli dei farmaci o suggerire 
meccanismi attraverso i quali un farmaco potrebbe indurre effetti 
collaterali tossici . 
 
La proteomica si divide in tre aree principali :  
Proteomica strutturale, che studia l’arrangiamento fisico degli amminoacidi 
in una proteina.  
Proteomica di espressione, che si concentra su modelli di espressione 
proteica e sulle modifiche in caso di salute o patologia.  
Proteomica funzionale, che permette la caratterizzazione dell’attività, delle 
interazioni e delle modifiche post-traduzionali delle proteine.  
Lo studio proteomico generalmente si basa su tre fasi:  
La prima fase: la scelta e la preparazione del campione  
La seconda fase: la separazione delle proteine, quella maggiormente 
utilizzata è l’elettroforesi bidimensionale, pur avendo dei limiti.  
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La terza fase: l’identificazione delle proteine tramite lo spettrometria di 
massa (MS). La MS è un metodo molto sensibile ed estremamente preciso 
per rilevare, identificare e caratterizzare proteine e peptidi.(48) Viene 
accoppiata con metodi di separazione delle proteine, di solito l’elettroforesi 
bidimensionale(2-DE), che è una tecnica molto sensibile e versatile, 
utilizzata anche per  quantificare le proteine.  
 
1.6.1 Elettroforesi Bidimensionale  
Questa tecnica viene utilizzata spesso per determinare l’intero profilo di 
espressione proteica dei sistemi biologici. È un tipo di analisi che consente 
di analizzare, ad esempio, l’intero proteoma di una cellula in condizioni 
normali con quello che si ottiene  dopo che questa è stata sottoposta a un 
determinato stress, o di un tessuto prima e dopo il trattamento 
farmacologico.  
L’elettroforesi bidimensionale (2-DE) ha lo scopo di dividere le proteine di 
un campione biologico mediante due corse elettroforetiche, dette prima e 
seconda dimensione.(49) 
Nella prima dimensione si procede alla divisione delle proteine secondo il 
loro punto isoelettrico (pI), questo avviene posizionando il campione lungo 
una strip a gradiente di pH sotto un campo elettrico. Come si vede in 
fig.2.0. 
Le proteine sono molecole anfotere perciò possono avere sia carica 
negativa, sia positiva, sia uguale a zero (punto isoelettrico) e nelle 
condizioni indicate sopra, sempre riproducibili, queste migrano lungo la 
strip fino a che non raggiungono il punto isoelettrico cioè il punto del pH in 
cui la carica netta della proteina è zero(52). La seconda dimensione può 
avvenire sia in orizzontale che in verticale e consiste in una corsa attraverso 
un gel di poliacrilammide. Le proteine si dispongono in base al loro peso 
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molecolare perché mentre le molecole piccole non sono impedite dalle 
maglie del gel, le molecole più grandi passano con più difficoltà perciò più 
lentamente e non raggiungono la fine del gel una volta terminata la corsa. 
In questa fase la carica intrinseca delle proteine è mascherata grazie 
all’SDS utilizzato per preparare il gel, il sodio dodecilsolfato essendo un 
detergente genera micelle caricate negativamente intorno alle molecole, 
permettendo così una divisione solo in base al peso molecolare. 
I pattern proteici ottenuti con questa tecnica possono essere confrontati per 
qualità (la presenza o assenza del segnale) e quantità (abbondanza relativa) 
di una singola proteina che appare come uno spot sul gel. L’identificazione 
dei singoli spots separati sul gel avviene con sistemi che vanno dal 
confronto con standard ottenuti precedentemente, al prelievo della proteina 
contenuta nello spot e alla determinazione della sua massa molecolare 
mediante spettrometria di massa.  
 
 
Figura 2.0: schema dell’elettroforesi bidimensionale 
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1.6.2 Proteomica Nello Studio Del Diabete 
Un lavoro precedente, condotto nei nostri laboratori, (51)ha avuto come 
scopo lo studio dell’effetto lipotossico del palmitato sui mitocondri isolati 
da cellule beta INS-1E di ratto mediante l’utilizzo di due approcci 
proteomici: elettroforesi bidimensionale e shotgun, evidenziando una 
variazione nell’espressione di proteine mitocondriali. I risultati ottenuti 
hanno fornito un’immagine dei cambiamenti mitocondriali che avvengono 
in presenza di palmitato su linee cellulari pancreatiche. Questi cambiamenti 
erano determinati da numerose proteine mitocondriali coinvolte in diversi 
pattern funzionali: produzione di ATP, stress ossidativo, apoptosi, 
metabolismo lipidico e aminoacidico. 
Ma i meccanismi e le relazioni causali tra il deficit mitocondriale e la 
lipotossicità non sono ancora noti. C’è quindi interesse a comprendere 
come possa il palmitato contribuire ai cambiamenti molecolari associati 
all’alterata funzionalità mitocondriale. Una proposta è che vengano attivate 
delle modificazioni post-traduzionali. 
In effetti, le modificazioni post-trasduzionali sono meccanismi 
fondamentali nel regolare le funzioni biologiche cellulari. Una 
considerevole quantità di lavori si è concentrata sulla fosforilazione, ma 
studi recenti hanno fatto sì che l’acetilazione delle lisine sulle proteine sia 
emersa come un determinante importante nella regolazione del 
metabolismo e soprattutto a livello mitocondriale.(50) 
L’acetilazione è una delle più importanti modificazioni proteiche post-
trasduzionali che determinano la struttura, la funzione e la localizzazione 
intracellulare delle proteine e svolge un ruolo cruciale nella trasduzione del 
segnale e influenza le varie funzioni cellulari. Ha molteplici effetti che 
riguardano l’interazione proteina-DNA oppure l’interazione proteina-
proteina. L’acetilazione più nota è quella a livello delle lisine, le quali una 
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volta acetilate determinano la perdita  del compattamento della struttura 
cromatinica portando all’attivazione trascrizionale. L’acetilazione porta ad 
una ridotta interazione ionica degli istoni, carichi positivamente, con il 
DNA, carico negativamente. In questo modo il DNA diventa accessibile ai 
fattori trascrizionali permettendo poi la sintesi dell’RNA. Le 
acetiltransferasi (HAT) e le deacetilasi istoniche (HDAC) aggiungono e 
rimuovono rispettivamente gruppi acetile alle lisine generando un equilibro 
dinamico di acetilazione. L’acetilazione può indurre un cambiamento 
conformazionale della proteina che la subisce ed è coinvolta nel ciclo 
cellulare modulando i fattori di trascrizione. Le HAT istoniche, acetilano 
residui lisinici in maniera specifica. Le deacetilasi istoniche rimuovono 
gruppi  acetili da residui di lisina. I substrati di HDAC sono  direttamente e 
indirettamente coinvolti in numerosi processi come: regolazione 
dell’espressione genica, proliferazione, differenzazione , migrazione e della 
morte cellulare. Per questo motivo rappresentano un bersaglio della terapia 
anti-tumorale. Gli inibitori delle HDAC innescano dei meccanismi che 
inducono l’arresto della crescita di cellule trasformate e la loro morte 
cellulare. 
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CAPITOLO 2. SCOPO DELLA TESI 
 
Questo studio nasce in collaborazione con l’Unità di endocrinologia diretta 
dal prof. Marchetti, dell’Università di Pisa e rientra in uno studio a più 
ampio raggio che riguarda il progetto mt-HPP della Human Proteomic 
Organization (HUPO). 
Un lavoro precedente, condotto nei nostri laboratori, ha avuto come scopo 
lo studio dell’effetto lipotossico del palmitato sui mitocondri isolati da 
cellule beta INS-1E di ratto mediante l’utilizzo di due approcci proteomici: 
elettroforesi bidimensionale e shotgun, evidenziando una variazione 
nell’espressione di proteine mitocondriali. L’interesse è quindi 
comprendere come possa il palmitato contribuire ai cambiamenti 
molecolari associati all’alterata funzionalità mitocondriale: la nostra 
ipotesi, oggetto di questa tesi, è che entri in gioco l’acetilazione delle 
proteine bersaglio. 
Quindi abbiamo proseguito lo studio analizzando, con western blot, 
l’acetilazione sulle proteine mitocondriali estratte dalle cellule INS-1E di 
ratto, con e senza trattamento con palmitato. L’oggetto di questa tesi ha poi 
previsto il trasferimento di questi risultati sulle cellule beta di pancreas 
umano. A tal fine abbiamo analizzato, con western blot, dopo elettroforesi 
bidimensionale, la differenza nei livelli di acetilazione sugli estratti proteici 
totali di cellule umane con e senza trattamento con palmitato. 
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CAPITOLO 3. MATERIALI E METODI  
Tutti i reagenti e i solventi sono stati acquistati dalle fonti più comuni 
commerciali.   
L’acqua , è stata filtrata mediante l’apparecchio MilliQ, PSWhatman , 
Millipore Corporation, Maid Stone, England.  
L’apparecchio usato per l’elettroforesi è il Protean II XL Ready 
Gel(Biorad) 
L’apparecchio usato per l’isoelettrofocalizzazione è l’Ettan TM IPG-
phorTM Isoelectric Focusing System(Amersham Bioscience)  
L’apparecchio usato per il Western Blot è il Trans-Blot Turbo, transfer 
system(Bio-Rad)  
Sono state utilizzate stripImmobiline TM DryStrip pH 3-10,di 18 cm,della 
Ge Healthcare (Uppsala,Sweden) 
3.1 COLTURA CELLULARE 
 
Le cellule umane, usate in questo studio, sono state coltivate e trattate dal 
gruppo di ricerca del Prof. Marchetti della Diabetologia dell’Azienda 
Ospedaliera Universitaria Pisana. Le isole umane di pancreas sono state 
ottenute, da pancreas di donatori, tramite digestione enzimatica con 
collagenasi e purificazione in gradiente di densità. Al termine della 
procedura di isolamento, le isole erano risospese nel mezzo M199 
contenente 10 % di siero e antibiotici (100 units/ml penicillina, 100 µg/ml 
streptomicina, 50 µg/ml gentamicina, and 0.25 µg/ml amfotericina B) e 
messe in coltura a 37°C nell’incubatore. In un esperimento parallelo, le 
isole venivano incubate 24h  in presenza di palmitato 0.5 mM.  
3.2 PREPARAZIONE DEL CAMPIONE 
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Le cellule, che crescono in sospensione, vengono trasferite in falcon e 
quindi centrifugate @500 g per 5 min. Eliminato il sovranatante, si lava il 
pellet con PBS 37°C e si  effettua un’altra centrifuga @500 g per 5 min. 
Dopo aver eliminato il sovranatante si sospende il pellet con 500 µl di PBS 
per recuperare cellule del fondo. Si centrifuga ulteriormente @500 g per 3 
min, e si risospende il pellet con la soluzione di reidratazione contenente: 7 
M urea, 2 M thiourea, 4% CHAPS, 60 mM DTT, 0.8% 3–10 anfoliti, 
0.002% blu di bromofenolo, 50mM NaF, 2mM Na3VO4, 1µl/10
6
 cellule  
inibitori delle proteasi, 1µM trichostatinA, 10mM nicotinammide. 
Si solubilizza e si sonica 5 volte per 4 secondi. Si lascia ad incubare  per 
un’ora vortexando spesso, in modo da lasciar solubilizzare bene il 
campione  
3.2.1 Dosaggio Proteico  
Il dosaggio proteico è un saggio colorimetrico per quantificare le proteine 
totali presenti nel campione con il metodo di Lowry modificato da rendere 
compatibile ad alte concentrazioni dei reagenti (RC)e detergenti(DC). 
Abbiamo preso come proteina di riferimento l’albumina serica bovina 
(BSA) una proteina facilmente disponibile e poco costosa, la quale viene 
preparata nello stesso tampone del campione.  
Vengono preparate 4 concentrazioni della proteina standard rispettivamente 
0.2;0.4;0.8;1.5mg/ml in un volume di 25 uL in modo da abbracciare 
l’intervallo di sensibilità del metodo.  
-Abbiamo eseguito una diluizione 1:5 del nostro campione con la soluzione 
di reidratazione per avere un volume finale di 25 uL.  
-Centrifugo il campione e prendo il sovranatante, conservando il pellet a -
80 gradi. Il dosaggio viene effettuato in doppio  più il campione, invece il 
bianco rappresenta la soluzione di reidratazione.  
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-Introduciamo le quantità della soluzione di reidratazione seguendo il 
protocollo in ciascun eppendorf, poi procediamo con l’aggiunta di 125µl di  
Reagente I sia agli standards che ai campioni.  
-Successivamente vengono vortexati e lasciati ad incubare per 1 min.  
-In seguito togliamo la soluzione ed introduciamo 125 µl di Reagente II sia 
agli standards che nei campioni. Si vortexare e centrifuga a 12000g per 5 
min.  
-Di nuovo si toglie il sovranatante in modo da ottenere solo i pellet e 
procediamo con gli stessi reagenti ma in quantità  di 125µl del Reagente 1 e 
40 µl del Reagente II. Si vortexa e si centrifuga a 12000g per 5 min.  
-Infine aggiungiamo sul pellet 127µl di Reagente A e 1ml di Reagente B, si 
vortexa e si lascia ad incubare per 15 min. Alla fine del processo si procede 
alla lettura alla lunghezza d’onda di 750 nm. Si costituisce una retta di 
taratura, sapendo l’equazione di una retta: y=kx si ricava la concentrazione 
del campione risolvendo l’equazione: 
 
 
                               
          
                     
  
  
  
3.3 ELETTROFORESI BIDIMENSIONALE 
 
La prima dimensione è effettuata su strip di 18 cm in cui è presente un 
gradiente lineare di pH 3-10. 
I 400μl di campione, corrispondenti a 150μg di proteine per i campioni 
sottoposti a blot, e a 200 μg per quelli che invece serviranno per 
l’identificazione degli spot, vengono caricati nell’IPG Reswelling Tray 
(Fig.2.1), si pone sopra l’IPG strip e la si lascia idratare overnight. 
 
 
Figura 2.1 IPG Reswelling Tray. 
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Come supporto per la prima dimensione è utilizzato il manifold (Fig2.2), 
in materiale di ceramica d’ossido di alluminio che permette di sottoporre 
alla corsa fino a 12 strip contemporaneamente. 
 
 
 
 
Figura 2.2 Manifold 
 
 
 
 
Terminata la fase di 
reidratazione le strip devono essere trasferite nel manifold. 
Si misurano 100ml di IPG Cover Fluid in modo da riempire tutti i canali 
del manifold, quindi vi si immergono le strip con la superficie del gel 
rivolta verso l’alto. L’IPG Cover Fluid è un olio minerale che minimizza 
l’evaporazione e la cristallizzazione dell’urea. 
Su entrambi i poli, anodo e catodo, si inseriscono dei pezzetti rettangolari 
di un’apposita carta per IEF (electrode pads), previamente bagnati ognuno 
con un volume di 150μl di H2O MilliQ. I pads assorbono l’eccesso di 
acqua e sali preservando gli elettrodi dalla precipitazione degli ioni. 
Si fissano gli elettrodi sopra i pads assicurandosi che aderiscano anche alle 
strip sottostanti e si avvia il programma per l’IEF del campione. 
Per la prima dimensione si usa l’Apparecchio IPGphor (Amersham 
Biosciences)(Fig.2.3), che permette di impostare tempi e voltaggio. 
Una volta raggiunti i 70000 Vhrs di voltaggio si ferma la corsa.  
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Prima di procedere alla seconda dimensione la strip va incubata con una 
soluzione chiamata SDS equilibration buffer, la quale è composta da:  
-SDS 2%, l’agente denaturante che conferisce una carica negativa alle 
proteine. La quantità del SDS legata alle proteine è in proporzione al loro 
peso molecolare. In questo modo viene resa possibile  la separazione delle 
proteine in base al loro peso molecolare.  
-Tampone Tris-HCl 50 mM pH 8.8 per mantenere la strip in un 
pH addatto per l’elettroforesi  
-Urea 6M e Glicerolo 30% utilizzate per ridurre l’elettroendoosmosi, la 
quale, a causa delle cariche fisse presenti nelle strip all’interno di un campo 
elettrico, interferisce con la corsa delle proteine dalla strip al gel della 
seconda dimensione.  
-Blu di Bromofenolo 1%-colorante usato per tracciare la corsa delle 
proteine.  
 
 
Fifura 2.3 Ettan IPGphor Isoeletric Focusing System 
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Per la seconda dimensione si fa in modo che le strip aderiscano bene in  
tutta la lunghezza del gel di poliacrilammide 12.5%. Aggiungiamo 
l’agarosio 0.1%, per sigllare la strip sulla sommità del gel e si mette nella 
camera elettroforetica, riempita di Running Buffer (Glicina 192mM, SDS 
0.1%, Tris 25Mm)  
Dopo aver montato la camera elettroforetica si fa iniziare la corsa. 
All’inizio a 15mA per 15 min, poi aumenta fino a 40mA fino alla fine della 
corsa ovvero nel momento in cui la colorazione blu arriva alla parte finale 
del gel.  
Al termine della corsa i gel su cui erano stati caricati 150 µg di proteine 
saranno sottoposti al western blot, gli altri (200µg) sono colorati con 
rutenio.  
 
COLORAZIONE AL RUTENIO 
 fissare i gel per 1 ora con una soluzione di acido fosforico al 1% e 30 % 
di etanolo 
 colorare con una soluzione contenente 1M di RuBP, 1% acido 
fosforico e 30% di etanolo  e lasciare per tutta la notte 
 Decolorare per 4-6 ore con una soluzione di 1 % acido fosforico e 30 % 
etanolo 
 Lavare con acqua, un solo lavaggio per 05-15 minuti 
 Il gel è pronto ad essere acquisto con IMAGEQUANT LAS 4000(Ge 
Healthcare) 
 
3.4 WESTERN BLOTTING  
L’immunoblot detto comunemente Western Blot è stato ideato da George 
Stark, dello Stanford University, divenendo oggi una delle tecniche più 
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usate. Fig.2.4Viene utilizzata per rivelare e quantificare proteine che 
agiscono con un anticorpo specifico.  
 
Figura 2.4: Materiali utili per il Western Blot 
 
Terminata l’elettroforesi bidimensionale si effettua il trasferimento delle 
proteine dal gel alla membrana di nitrocellulosa, grazie al passaggio di 
corrente che fa sì che le frazioni proteiche si leghino irreversibilmente alla 
membrana di nitrocellulosa mediante interazioni idrofobiche. Come 
riportato in fig.2.5  
 
La membrana di nitrocellulosa, al termine del western blot, viene quindi 
posta per un’ora in agitazione a temperatura ambiente con PBS-milk per il 
blocking. Tale soluzione è così composta : 
• Low fat dried milk 3% 
• Tween 20 0.2% 
• PBS (3% 10 mM NaH2PO4 a pH 7.4, 0.9% NaCl) 
La soluzione di blocking ha la funzione di prevenire le interazioni 
idrofobiche non speciﬁche tra l’anticorpo e la membrana. 
47 
 
Successivamente al blocking la membrana di nitrocellulosa viene incubata 
2h in PBS-milk in cui è stato sciolto l’anticorpo primario: anti-lisina 
acetilata, in un rapporto 1/1000 (Cell Signaling).  
A seguito dell’incubazione vengono fatti 4 lavaggi da 10 minuti utilizzando 
la soluzione PBS-milk, allo scopo di rimuovere l’anticorpo legatosi alla 
membrana in modo aspecifico. 
Terminati i lavaggi la membrana viene incubata per un’ora con l’anticorpo 
secondario, a temperatura ambiente (anti-mouse 1/10000; Perkin Elmer). 
Terminata questa fase devono essere effettuati altri 4 lavaggi da 10 minuti 
con PBS-milk, a cui seguono 2 lavaggi da 5 minuti ciascuno con PBS ed 
inﬁne l’ultimo lavaggio, da un minuto, con acqua.  
La nitrocellulosa è stata quindi incubata al buio (coprendola con alluminio) 
per un minuto, in una soluzione contenente Luminolo (ECL Kit, 
PerkinElmer), in modo da rivelarne le proteine.  
 
 
 
Fig.2.6:Trasferimento delle proteine dal gel alla membrana di nitrocellulosa 
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3.5 ANALISI DEI GEL TRAMITE IMAGE MASTER 2D 
PLATINUM 
 
Le immagini dei gels sono state acquisite tramite IMAGEQUANT LAS 
4000(Ge Healthcare) e analizzate con il programma Image Master 2D 
Platinum 5.0 dell’Amersham Bioscience. Grazie al software, gli spots 
proteici di ciascuna immagine sono selezionati, confrontati (sovrapposti) e 
definito il loro numero. I gels sono poi divisi in due classi: controllo e 
trattato ed il programma è poi in grado di effettuare un confronto tra i gels 
di classi diverse, evidenziando eventuali variazioni nell’entità e/o nella 
presenza o assenza di determinate proteine. Per ciascuno spot viene 
calcolata la percentuale del volume relativa alla somma dei volumi di tutti 
gli spots ed indicate le differenze significative degli spot tra le due classi. 
Infine, tramite software si possono mettere a confronto i gels ottenuti 
dall’elettroforesi bidimensionale con le immagini delle nitrocellulose così 
da ritrovare esattamente su gel gli spot acetilati. 
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CAPITOLO 4. RISULTATI E DISCUSSIONE 
RISULTATI E DISCUSSIONE 
Questo studio porta avanti un lavoro precedente, svolto nei nostri 
laboratori, sull’alterazione delle proteine mitocondriali nelle cellule beta 
del pancreas nel diabete di tipo 2. 
Il diabete mellito è una complessa patologia metabolica caratterizzata da 
iperglicemia cronica dovuta alla mancanza di insulina. Il diabete può essere 
suddiviso in due forme principali: tipo 1 e tipo 2. 
Il diabete di tipo 1 origina dalla distruzione autoimmune delle cellule beta 
del pancreas secernenti insulina. Il diabete di tipo 2 è invece un disordine 
metabolico caratterizzato dalla carenza di insulina dovuta ad una ridotta 
secrezione da parte delle cellule beta e/o da una riduzione degli effetti 
dell’insulina nei tessuti bersaglio. 
La prevalenza del diabete di tipo 2 è in crescita, in parte a causa 
dell’incremento dei tassi di obesità che rappresentano un importante fattore 
di rischio per la malattia. Infatti fattori ambientali come una vita sedentaria 
legata a una dieta ricca di grassi saturi, combinati ad una predisposizione 
genetica, contribuiscono al danno alle cellule beta. Questo effetto dannoso 
degli acidi grassi sulla corretta funzionalità pancreatica è noto come 
lipotossicità(53). Dal momento che il palmitato è l’acido grasso saturo più 
comune nel plasma, il palmitato è stato spesso utilizzato per studi in vitro 
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sulla lipotossicità. E’ stato dimostrato che il trattamento delle cellule beta 
con palmitato ostacola la secrezione di insulina, e determina morte 
cellulare. Alcuni studi hanno suggerito che il palmitato induca la morte 
delle cellule beta mediante l’attivazione della via mitocondriale 
dell’apoptosi e sembra che il diabete possa dipendere da alterazioni 
mitocondriali. Infatti, difetti nella funzionalità mitocondriale ostacolano 
l’accoppiamento del metabolismo del glucosio con la secrezione di insulina 
e in ultima analisi promuovono l’apoptosi delle cellule beta. 
Per questo, in uno studio precedente condotto nei nostri laboratori (54), 
abbiamo studiato l’effetto lipotossico del palmitato sui mitocondri isolati da 
cellule beta INS-1E di ratto con due approcci proteomici: elettroforesi 
bidimensionale e shotgun, evidenziando una variazione nell’espressione di 
proteine mitocondriali. Ma la relazione causale tra l’alterazione 
mitocondriale e la lipotossicità non sono noti. Un’ipotesi è che il palmitato 
attivi delle modificazioni post-traduzionali. In effetti, queste modificazioni 
hanno un ruolo fondamentale nella regolazione delle funzioni biologiche 
cellulari. 
Lavori recenti hanno suggerito l’acetilazione delle lisine come un fattore 
importante nella regolazione metabolica, soprattutto nei mitocondri. In 
generale, i livelli di acetilazione e deacetilazione oscillano tra stato di 
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digiuno e alimentazione, e probabilmente riflettono i cambiamenti nella 
selezione del carburante disponibile per la produzione di energia. 
La nostra ipotesi è pertanto che elevati livelli di acidi grassi possano 
incrementare il contenuto di acetil-CoA, attraverso la beta-ossidazione, ed 
il rapporto NADH/NAD
+
.  
L’aumento dell’acetil-CoA, donatore di carbonio per l’acetilazione delle 
lisine, potrebbe favorire l’acetilazione. Mentre l’incremento del rapporto 
NADH/NAD
+
 potrebbe ostacolare l’attività della sirtuina 3, una deacetilasi 
mitocondriale che utilizza il NAD
+
 come cofattore. 
Questa idea era stata suggerita già dal primo lavoro condotto nei nostri 
laboratori. Infatti, come si può vedere nella figura 2.7 con l’elettroforesi 
bidimensionale, tra gli spot differenzialmente espressi nelle cellule trattate 
con palmitato, osservavamo la presenza di due spots molto vicini, entrambi 
identificati come la glutammato deidrogenasi mitocondriale. La presenza 
dello spot più acido, solo nelle cellule trattate con palmitato, ci aveva fatto 
supporre che si trattasse della glutammato deidrogenasi acetilata e pertanto 
inattiva. 
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Figura 2.7: Immagine ingrandita dello spot corrispondente alla glutammato deidrogenasi, di cui 
si sono trovati due spot vicini nei mitocondri da cellule INS-1E trattate con palmitato 0.5mM 
24h. 
Quindi, sull’onda di questi risultati preliminari, abbiamo proseguito lo 
studio analizzando, con western blot, l’acetilazione sulle proteine 
mitocondriali estratte dalle cellule INS-1E di ratto, con e senza trattamento 
con palmitato. Abbiamo effettuato l’elettroforesi bidimensionale delle 
proteine mitocondriali estratte dalle INS-1E e successivamente il western 
blot dei gel. Confrontando con t-test la densità ottica degli spots ottenuti 
dalle cellule senza trattamento, con quella degli spot delle cellule trattate, 
abbiamo riscontrato un aumento nei livelli di acetilazione di diverse 
proteine nel caso del trattamento con palmitato. Queste proteine sono state 
tagliate dal gel ed identificate tramite spettrometria di massa. La tabella 2.8  
riporta ID (codice uniprot di riferimento della proteina), punto isoelettrico 
(pI), massa molecolare (MW) e dati di massa delle proteine identificate 
(score= indica quanto esattamente lo spettro di massa coincida con il 
peptide; coverage%= indica la percentuale della sequenza proteica che 
rappresenta la proteina identificata). 
controllo palmitato
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Tabella 2.8. Proteine identificate con spettrometria di massa trovate maggiormente 
acetilate nelle cellule INS-1E trattate con palmitato 
N° Name ID pI MW score cov %  
7 Aconitase Q9ER34 8.7 86 96 4.4 
8 Aconitase Q9ER34 8.7 86 246.7 7.6 
12 VDAC2 P81155 8.7 32 74 13 
23 GDH P10860 8.8 62 186 10 
24 PRDX1 Q63716 8.3 22 41.7 20 
25 ATP synth delta P35434 5 18 99.6 13.7 
26 Pyruvate DH P26284 9.4 44 25.5 6 
 
 
 
Con il presente lavoro di tesi abbiamo poi deciso di trasferire questi 
risultati dalle INS-1E di ratto all’umano. Pertanto abbiamo proceduto 
utilizzando campioni di cellule beta ottenute da pancreas umano, anche in 
tal caso abbiamo confrontato cellule trattate 24h con palmitato 0.5mM con 
cellule senza trattamento. Nel caso delle cellule umane non abbiamo potuto 
estrarre i mitocondri, dato l’esiguo numero di cellule che si riescono ad 
ottenere, ovvero circa 30mila, quindi abbiamo processato il contenuto 
proteico totale delle cellule. 
Le proteine estratte dalle cellule umane sono state sottoposte ad 
elettroforesi bidimensionale e successivamente trasferite su filtro di 
nitrocellulosa. L’uso dell’anticorpo specifico per le lisine acetilate ha 
evidenziato la presenza delle proteine acetilate.  
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La figura 1A riporta l’immagine del gel bidimensionale ottenuto dalle 
cellule trattate con palmitato (prima dimensione su strip a gradiente di pH 
3-10 lineare; seconda dimensione su gel di poliacrilamide al 12.5%); la 
figura 1B raffigura la membrana di nitrocellulosa, dopo il trasferimento 
delle proteine, colorata al rutenio; infine la figura 1C illustra la stessa 
membrana della figura 1B dopo lo sviluppo degli immunocomplessi. Ogni 
spot di questa immagine rappresenta quindi una proteina acetilata. 
Chiaramente si è proceduto in modo analogo anche con le cellule senza 
trattamento. 
Gli esperimenti sono stati effettuati in triplicato ed abbiamo confrontato 
l’intensità degli spot tra cellule trattate e non trattate, normalizzando i 
valori col contenuto proteico totale ricavato dalla nitrocellulosa colorata al 
rutenio. 
 
1A 1B
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Figura1. Elettroforesi bidimensionale e 
western blot. 1A gel bidimensionale colorato 
al rutenio 1B nitrocellulosa colorata al 
rutenio dopo il trasferimento delle proteine 
1C membrana di nitrocellulosa dopo 
sviluppo dell’anticorpo anti-lisina acetilata. I 
cerchi rossi evidenziano gli spot acetilati 
 
 
 
 
 
Gli istogrammi della figura2.9 riportano le differenze significative ottenute 
dal confronto. Quindi si è evidenziato che, eccettuati tre spots, si otteneva 
un incremento di acetilazione dopo il trattamento con palmitato. 
1C
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Figura 2.9.Gli istogrammi riportano i valori medi di intensità degli spots acetilati. Con 
n.s. si indicano gli spots la cui differenza è non significativa tra controllo e palmitato. 
Nel caso in cui manca la barra del controllo, non significata che la proteina 
corrispondente sia assente ma che sia assente la sua forma modificata. 
 
In seguito, grazie al programma Image Master, è stato possibile confrontare 
esattamente la membrana 1C con la membrana 1B, in modo tale da 
ritrovare gli spots acetilati nella mappa bidimensionale totale e che 
abbiamo infine potuto rintracciare e tagliare dal gel 1A per l’identificazione 
con la spettrometria di massa. Al momento siamo in attesa dei risultati.  
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Chiaramente non tutte le proteine acetilate saranno mitocondriali visto che 
abbiamo processato il contenuto proteico cellulare totale, ma dal confronto 
di queste mappe bidimensionali, ottenute da cellule umane, con quelle 
ottenute dai mitocondri di cellule INS-1E di ratto, abbiamo potuto ritrovare 
alcuni di questi spots proteici. Le immagini ingrandite di questi spots sono 
riportate nella figura3.0 
 
 
Figura3.0 Immagini ingrandite degli spot acetilati che abbiamo ritrovato nelle cellule 
umane confrontando le immagini di quest’ultime con le immagini dei mitocondri delle 
INS-1E. 
 
Tra le proteine acetilate abbiamo effettivamente trovato, come suggerito 
dal nostro precedente lavoro, la glutammato deidrogenasi mitocondriale 
(n°22 e 23). Questo è un enzima coinvolto nella deaminazione ossidativa 
necessaria nel metabolismo degli aminoacidi che è correlato alla 
produzione e secrezione di insulina. L’acetilazione della glutammato 
deidrogenasi ne determina una progressiva riduzione funzionale che quindi 
CONTROLLOPALMITATO
22,23
25
7-9
Glutammato DH
ATP sintasi sub delta
Aconitasi
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potrebbe confermare l’effetto dannoso degli acidi grassi sulla secrezione di 
insulina. 
Tra le proteine acetilate dopo trattamento con palmitato troviamo 3 
isoforme della aconitasi (n°7, 8, 9). Studi recenti hanno messo in luce un 
incremento dell’attività di questo enzima mitocondriale in seguito ad 
acetilazione. Dato che l’aconitasi ha un ruolo centrale nel metabolismo del 
citrato, possiamo ipotizzare che questa attivazione acetilazione-dipendente 
rappresenti un modo per la cellula per incrementare l’utilizzo degli acidi 
grassi come fonte energetica, tramite la beta ossidazione, quando c’è 
disponibilità di lipidi. 
Infine, troviamo acetilata, nelle cellule trattate con palmitato, una subunità 
dell’ATP sintasi. L’ATP è necessario per l’incremento della concentrazione 
citosolica del calcio, richiesto per la secrezione di insulina. L’acetilazione 
dell’ATP sintasi potrebbe, almeno in parte, essere responsabile della 
diminuzione della produzione di ATP visto che l’acetilazione riduce 
l’attività catalitica di questo enzima mitocondriale. In effetti è stato spesso 
proposto che il palmitato possa ridurre la produzione di ATP interferendo 
quindi con una corretta funzionalità mitocondriale. 
In conclusione, questi dati preliminari sembrano supportare l’ipotesi che un 
cambiamento nello stato di acetilazione delle proteine mitocondriali 
potrebbe contribuire allo sviluppo del diabete di tipo 2. Infatti, il palmitato 
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potrebbe effettivamente esercitare la sua azione lipotossica incrementando 
l’acetilazione. Comunque, il meccanismo molecolare che regola 
l’acetilazione delle lisine deve essere chiarito. In futuro, ad esempio, 
potremmo dimostrare che gli acidi grassi sono la fonte diretta delle unità 
acetile utilizzando palmitato marcato radioattivamente. 
Studi successivi che identifichino i target proteici acetilati potrebbero 
chiarire i meccanismi mediante i quali una disfunzione metabolica conduce 
alla perdita della corretta funzionalità mitocondriale ed alla progressione 
del diabete. 
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Abbreviazioni 
AMPK-proteina chinasi AMP-attivata 
ADP-adenosina difosfato 
ATP-adenosina trifosfato  
RE-reticolo endoplasmatico 
DAG-diacilglicerolo 
IR-insulino resistenza 
IRS-substrati del recettore insulinico 
HDL-lipoproteine ad alta densità 
LDL-lipoproteine a bassa densità 
 CAD-chetoacidosi diabetica 
mtDNA-DNA mitocondriale 
OMS-organizzazione modniale della sanità 
BMI-indice della massa corporea 
ROS-specie reattive dell’ossigeno 
RS-soluzione di reidratazione 
Rrna-RNA ribosomiale 
SDS-sodio dodecil solfuro 
MtPTP-poro di transizione mitocondriale 
AIF-apoptosis inducing factor 
IPG-gradiente a pH immobilizzato 
OXPHOS-fosforilazione ossidativa 
DT1-diabete di tipo 1 
DT2-diabete di tipo 2  
GLP-1-glucagone-like-peptide 1 
PI3K-fosfatidilinositolo 3-chinasi 
MS-spettrometria di massa 
IAA-iodioacetammide 
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DTT-ditiotreitolo 
PBS-Tampone fosfato salino 
IEF-isoelettrofocalizzazione 
pI –punto isoelettrico 
PM-peso molecolare 
WB-western blott 
TWB-tampone western blot 
BSA-albumina bovina 
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